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RESUMEN: En diferentes regiones ganaderas del mundo y en particular de América Latina, se ha reportado
la invasión de helechos tóxicos correspondientes al Género Pteridium, contentivo del norsesquiterpeno
ptaquilósido, que afectan negativamente la crianza animal vacuna y que supone un riesgo potencial para el
humano por los residuos de este componente tóxico de la planta, en la carne y la leche. El objetivo del presente
trabajo consistió en determinar la residualidad del tóxico ptaquilósido en la leche de bovinos, procedentes de
tres cantones de la provincia Bolívar, Ecuador, mediante cromatografía líquida de alta resolución. Las muestras
de leche fueron colectadas de granjas invadidas por helechos Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon
localizadas a diferentes altitudes. Los resultados obtenidos mostraron la presencia de niveles residuales del
ptaquilósido en el 89,29% de las muestras analizadas, con concentraciones máximas obtenidas en Chimbo de
2641,13 μg/ml, en San Miguel de Bolívar de 2219,67 μg/ml y en Echeandía de 2130,12 μg/ml. Considerándose
que este tóxico es causante de producir cáncer gástrico en los humanos, se estimó que los consumidores de
leche fresca en el cantón Chimbo estarían ingiriendo una concentración promedio de ptaquilósido de 894,13
mg/0,5 l/día de leche fresca. De los resultados puede inferirse el alto riesgo que representa para la salud humana,
contraer cáncer gástrico, por el consumo reiterado de leche con residuos tóxicos (ptaquilósido), con énfasis
en los  sectores rurales expuestos.
Palabras clave: Pteridium arachnoideum, ptaquilósido, residualidad en leche bovina, CLAR.
Ptaquiloside residual level in milk from bovine farms in three cantons
of the of Bolívar Province, Ecuador
ABSTRACT: In different agricultural regions of the world, particularly in Latin America, a toxic fern invasion
of the gender Pteridium, refering to the norsesquiterpeno ptaquiloside, has been reported. They adversely
affect animal husbandry, presenting a potential risk to humans due to the residuals of this toxic component in
the plant, in meat and milk. The aim of this study was to determine the ptaquiloside toxic residuality in bovine
milk from three cantons of the Bolivar province, Ecuador, by high resolution liquid chromatography. Milk samples
were collected from farms invaded by the ferns Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon located at different
altitudes. The results showed the presence of ptaquioside residual levels in the 89.29% of the samples analyzed,
with maximum concentrations obtained in Chimbo (2641.13 μg/ml), in San Miguel de Bolívar (2219.67 μg/ml)
and in Echeandía (2130.12 μg/mL). Considering that this is the cause of producing toxic gastric cancer in
humans, it was estimated that the consumers of fresh milk in the canton Chimbo could be consuming a
ptaquiloside mean concentration of 894.13 mg/0.5 l/day of fresh milk. From these results, the high risk to humans
health of having gastric cancer can be inferred, due to the repeated consumption of milk with toxic residuals
(ptaquiloside), emphasizing the rural sectors exposed.
Key words: Pteridium arachnoideum, ptaquiloside, residual level in bovine milk, HPLC.
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INTRODUCCIÓN
La necesidad de alimentos de origen animal para
satisfacer los requerimientos nutricionales del hombre,
no solamente demanda del incremento en cantidad y
calidad nutritiva de estos a partir de una explotación
comercial correcta de las especies animales
involucradas, si no  también que se tenga presente en
estas crianzas la ingestión de alimentos seguros,
desprovistos de sustancias nocivas para los propios
animales y consecuentemente para la Salud Humana
(1). El interés creciente por el conocimiento de los tóxi-
cos naturales, ha cobrado fuerza en la actualidad y
constituye, hoy en día, uno de los aspectos más rele-
vantes de la toxicología veterinaria moderna que ocupa
la atención de numerosos productores, científicos,
docentes, personal de la Salud Humana y directivos
de las instituciones regulatorias (2,3,4). Existen plan-
tas que al ser ingeridas de manera directa por los ani-
males y el hombre pueden comprometer seriamente la
salud de estos, causando cuadros clínicos de
intoxicaciones que no siempre se manifiestan de ma-
nera repentina (tóxicosis aguda); o de forma solapada,
produciendo daños a más largo plazo, con cuadros
clínicos de tóxicosis crónicas (2,3,4,5).
Pteridium aquilinum, bracken fern o helecho ma-
cho, se considera la quinta planta más abundante del
planeta presente en todos los continentes, excepto,
en la Antártica (6), que en presencia de adecuada
humedad coloniza de forma agresiva áreas abiertas
progresando hasta establecerse como planta predo-
minante (7,8).
Después de la deforestación y la quema de bos-
ques en el noroeste de Norte América, Pteridium
aquilinum var. latifolia cubrió menos del 1% del área
quemada, mientras que en la región tropical del Ecua-
dor el helecho identificado como Pteridium
arachnoideum (Kaulf.) Maxon cubrió más del 25% de
las áreas quemadas (9,10). Estudios botánicos confir-
man que Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon es la
única especie del  genero Pteridium en Ecuador (11).
En los Andes, al Sur del Ecuador, vastas áreas de
bosques primarios han sido desbastados mediante que-
ma o tala de maderables para la producción de pastos
a utilizar la ganadería. En los primeros años los pas-
tos tuvieron un desarrollo favorable, pero gradualmente
los helechos representados por Pteridium
arachnoideum (Kaulf.) Maxon ocuparon las zonas de
pastos, obligando a los campesinos a utilizar el fuego
que dañaba mucho menos a los helechos que a los
pastos, dejando abandonadas estas áreas, repitiéndo-
se el ciclo nuevamente en otras zonas. En este estu-
dio se evidenció que en la región del sur de los Andes
ecuatorianos, alrededor del 40% de los bosques fue-
ron talados, de ahí el gran dominio de los helechos en
estos sitios (12,13,14). Así mismo, en la región central
del Ecuador, provincia Bolívar se evidenció el predomi-
nio de esta especie en las zonas ganaderas
subtropicales, afectando la salud de los bovinos con
toxicosis crónica conocida como Hematuria Enzoótica
Bovina (HEB) (15), la cual se debe al consumo reitera-
do de helechos Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon
(anteriomente P. aquilinum) contentivo del compuesto
carcinogénico ptaquilósido, que causa cáncer a los
rebaños vacunos expuestos al pasto contaminado con
dicha planta (16).
La concentración del norsesquiterpeno ptaquilósido
(Pt) en la planta resulta elevada, según reportan otros
autores (17,18). En el organismo, el ptaquilósido (Pt)
bajo condiciones de alcalinidad la pérdida de la gluco-
sa da lugar a la formación de una dienona intermedia-
ria, la cual posee un anillo ciclopropilo altamente
reactivo capaz de reaccionar con macromoléculas ce-
lulares (19). Este compuesto carcinogénico se excre-
ta por la leche según se ha reportado, por lo que su
ingestión constituye un riesgo a la salud humana
(20,21). Una asociación entre el consumo de helechos
y el cáncer en los humanos ha sido previamente de-
mostrada (22). Las principales vías de exposición in-
cluyen la ingestión como alimento de los helechos fres-
cos (retoños); beber leche o agua contaminada con
ptaquilósido y la inhalación de aire que contienen las
esporas de los helechos. Estas exposiciones pueden
llevar a un aumento de la incidencia de cáncer gástrico
y de esófago en los humanos (23,24). Además, el
ptaquilósido se transfiere de la vegetación de helechos
al suelo adyacente y a las aguas subterráneas; para
así contaminar el agua potable (25,26). Los residuos
de ptaquilósido en la leche pueden ser una ruta impor-
tante para la exposición humana en las poblaciones
rurales que consumen leche directamente de vacas
intoxicadas con los helechos (17), por lo que es de
gran interés realizar investigaciones que permitan eva-
luar el riesgo potencial que supone para la salud hu-
mana el consumo de leche procedente de animales
con HEB o expuestos al consumo de la planta
(15,27,28). El presente trabajo tiene como objetivo de-
terminar la residualidad del tóxico ptaquilósido en le-
che de bovinos procedentes de tres cantones de la
provincia Bolívar, Ecuador.
MATERIALES Y MÉTODOS
Zonas de estudio: La investigación se desarrolló
en fincas ganaderas de pequeños productores ubica-
das en los cantones de Chimbo, San Miguel y
Echeandía de la provincia Bolívar, Ecuador.
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Se estudiaron 18 granjas de producción bovina,
durante el período de junio a julio de 2011.  Los anima-
les eran mestizos, doble propósito, con sistema de
producción extensivo, a base de pastos naturales don-
de existía la presencia (60 a 100%) de helechos
Pteridium arachnoideum (Kaulf.)  Maxon en las zonas
de pastoreo.
La Provincia Bolívar está situada en el Centro-Oeste
del Ecuador. La provincia cuenta con siete cantones:
Caluma, Chillanes, Chimbo, Echeandía, Guaranda, Las
Naves y San Miguel. Posee la variedad de pisos
climáticos existentes en la región interandina; es decir,
comenzando por el tropical monzón, pasando por el
mesotérmico húmedo y semihúmedo, hasta el páramo
de las altas mesetas andinas, comparten zonas con
temperaturas frías a subtropicales que oscilan entre los
8oC a 25oC; altitud general desde 300 m.s.n.m hasta los
2668 m.s.n.m. La producción agropecuaria es la base
económica de estos cantones, la ganadería tiene un
menor volumen de producción y está orientada a la pro-
ducción de ganado de carne y leche (29).
Muestras de leche: Para colectar las muestras de
leche (100 ml) se seleccionaron granjas ganaderas que
presentaron invasión de P. arachnoideum, con y sin la
presencia de signos clínicos evidentes de HEB, consi-
derando las normas establecidas por la Universidad
Central del Ecuador. Se muestreó el 15% del total de
bovinos por cada granja (n=84). Se realizó la recolec-
ción de las muestras de forma individual, en frascos de
vidrio color  ámbar debidamente identificados, a través
del ordeño manual en las primeras horas de la mañana.
Estas muestras fueron conservadas en condiciones re-
frigeradas (sin pasteurizar) para posteriormente ser pro-
cesadas en el laboratorio. Las granjas muestreadas
estaban ubicadas  a una altitud de 2210 a 778 m.s.n.m.
Obtención de la sustancia de referencia: La
sustancia de referencia (Pterosina B) se obtiene a
partir de muestras de helechos Pteridium arachnoideum
(Kaulf.) Maxon colectadas en la provincia Bolívar y lle-
vadas al laboratorio de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Estatal de Bolívar en
Guaranda y al laboratorio de Fitoquímica de la Facul-
tad de Ciencias Químicas de la Universidad Central
del Ecuador en Quito, mediante la extracción y purifi-
cación de la pterosina B, con un 90% de pureza com-
parado con un estándar de referencia.
Desarrollo del método por Cromatografía Lí-
quida de Alta Resolución (CLAR) para determinar
los niveles de residualidad de ptaquilósido en
muestras de leche: Se desarrolló un método analíti-
co por CLAR siguiendo la metodología de Alonso-
Amelot et al. (30) con algunas modificaciones. Una
alícuota de 25 ml de cada muestra de leche fresca, fue
tratada con 40 ml de metanol con calentamiento a tem-
peratura de 37°C y agitación durante 30 min., lo que
posibilita la precipitación de las proteínas. A continua-
ción la suspensión se filtró y se centrifugó a 3000 rpm
durante 15 min. Consecutivamente, el sobrenadante
se trató con 25 ml de acetonitrilo para lograr la precipi-
tación de lípidos, se centrifugó desechando el precipi-
tado (lípidos y proteínas)  y ulteriormente al
sobrenadante se le añadió  1 g de cloruro de sodio. Se
procedió a la extracción con diclorometano para  elimi-
nar las grasas. La fase acuosa fue tratada con hidróxi-
do de sodio (0.003 N) hasta pH básico D11, logrando la
conversión a pterosina B. Se agitó a 36°C durante 2
horas. Se realizó una segunda extracción con
diclorometano (3 veces x 15 ml), procediendo al seca-
do del extracto orgánico a presión reducida a 40°C.
Posteriormente se redisolvió en 1 ml de metanol y se
colocó en viales muestreadores para su análisis por
cromatografía líquida de alta resolución.
Se utilizó un cromatógrafo líquido de alta resolu-
ción, ULTIMATE 3000 (DIONEX), Columna Dionex RP
18, 12.5 x 0.4 cm d.i., 40 μ, Temperatura ambiente;
modo isocrático con Metanol: Agua (65:35 v\v) como
sistema de corrida, inyector de 20 μl; Velocidad de
flujo= 1 ml/min, DETECCIÓN Ultravioleta variable a
λ=260 nm, con un software CROMELEON. Todos los
reactivos utilizados tenían calidad requerida.
Se procesaron dos curvas patrón de pterosina B; la
primera osciló en un rango de valores de 1-0.1 μg/ml y
la segunda entre 0.1-0.01 μg/ml, para determinar la
pendiente, el intercepto y el coeficiente de correlación
entre el área y la concentración del analito, además de
calcular la desviación estándar del blanco según
Quatrocchi et al. (31).
Determinación del recobrado,  límite de de-
tección y cuantificación: Se procesó una muestra
de leche control negativo para ver la especificidad/se-
lectividad del método a la que se le añadió una canti-
dad conocida de pterosina B (2 mg). Se analizaron
tres réplicas por cada muestra de leche. Se siguió el
proceso de extracción y cuantificación de manera si-
milar y se determinó el porcentaje de recuperación de
este parámetro según la fórmula:
añadidoVolmuestraVol
añadidaCantmuestraCantesperadaConc
..
... +
+=
100
.
. x
esperadaConc
observadaConcónRecuperaci% =
Rev. Salud Anim. Vol. 36 No. 1 (ene.-abr.) 2014: 19-27
22
Sensibilidad (Límite de detección (LD) y de
cuantificación (LQ)): Se realizó una curva de calibra-
ción para el patrón de pterosina B en el rango en que se
encuentra normalmente en las muestras (1- 0,1 mg/ml).
Se determinó la pendiente (m) de esta curva de cali-
bración (Concentración vs A o tr) en este rango. Se
realizó otra curva de calibración para concentraciones
bajas del analito, inyectando cada punto de concen-
tración por triplicado, determinando la ecuación de esta
nueva recta (A= mx Conc. + b) y se extrapoló la res-
puesta a concentración igual a cero (el área es igual al
intercepto b), obteniéndose un estimado de la respues-
ta del blanco Ybl. Se estableció la desviación estándar
(S) para cada punto de la curva, se calculó la recta
correspondiente a Concentración (A) vs S, es decir, la
ecuación S= m(A) + b, y se extrapoló la S a concen-
tración igual a cero, obteniéndose el estimado Sbl co-
rrespondiente a la desviación estándar del blanco.
Se calculó el LD y el LQ para n’ medidas individua-
les según:
La Figura 1 representa los cromatogramas de la
sustancia patrón (pterosina B)  y de una muestra de
leche, donde se aprecia la presencia del ptaquilósido
en una elevada concentración y la especificidad del
método con la presencia de un pico mayoritario co-
rrespondiente al compuesto analizado.
,b1b1 n1/
m
3SYLD +=
,b1b1 n1/
m
10SY LQ +=
Procesamiento estadístico de los resultados:
Los resultados obtenidos se analizaron por compara-
ción de medias usando el Test de Student con valor de
p< 0,05 utilizando el programa estadístico EPIDAT 3.1.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
El compuesto tóxico ptaquilósido, obtenido en su
forma estable de pterosina B a partir de muestras de
helechos Pteridium arachnoideum en la Provincia Bo-
lívar, por el método de extracción y purificación lleva-
do a cabo, alcanzó un grado de pureza del 90 % (Fi-
gura 1A) lo que se estimó por Cromatografía de Capa
Delgada y por CLAR.
El método de CLAR propuesto presentó un límite
de detección de 1.95 μg/ml y un límite de cuantificación
de 2.47 μg/ml, lo que demuestra su sensibilidad en la
determinación del ptaquilósido (Pt) de Pteridium
arachnoideum (Kaulf.) Maxon en las muestras de le-
che analizadas (Figura 1 B). El recobrado del método
tuvo un valor de 89 %. El coeficiente de correlación
resultante fue de 0,99. El valor de concentración del
ptaquilósido en la muestra fue corregido dividiendo por
el factor de recobrado.
 
 
 
A
B
Estos resultados confirman los reportados por otros
autores quienes obtuvieron rangos de pureza seme-
jantes, utilizando métodos de extracción y purificación
mediante procesamiento cromatográfico similares al
empleado en este trabajo (32,33). La determinación de
Pt mediante el metabolito estable pterosina B se esta-
blece por el carácter estequiométrico de la conversión,
lo que posibilita que la determinación indirecta sea
cuantitativa a través de este elemento, además de que
FIGURA 1.  Perfil cromatográfico de la sustancia de referen-
cia pterosina B (A) y de una muestra de leche (B) por CLAR./
Chromatographic profile of pterosine B reference
substance (A) and a milk sample (B) by HPLC.
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dicha conversión a pterosina B resulta aproximadamente
el doble de la respuesta UV, por lo que el límite de
detección es menor, venciendo así problemas asocia-
dos a la manipulación del Pt (34).
Los niveles de residualidad de ptaquilósido (µg/ml)
en leche fresca halladas por CLAR reflejan niveles al-
tos en los tres cantones en estudio, observándose di-
ferencias (p=0.001) en el Cantón Chimbo con una con-
centración máxima de Pt de 2641,13 µg/ml, en los
Cantones de Echeandía y San Miguel con concentra-
ciones de 2130,12 µg/ml y 2219,67 µg/ml respectiva-
mente, detectándose la residualidad del tóxico en la
leche en el 89,29 % del total de las muestras analiza-
das. Los niveles promedios estuvieron entre 797,73 µg/
ml y 1788,26 µg/ml. Es importante destacar que la
residualidad del tóxico en la leche de bovinos con y sin
signos aparentes de HEB, se encontró en todas las
fincas analizada de los tres cantones y a diferentes
altitudes (Tabla).
La metodología empleada mostró un adecuado por-
centaje de recobrado, que coincide con los reportes
de Alonso-Amelot et al. (30), lo que incluye un proto-
colo de purificación de la leche sobre la base de preci-
pitaciones metanol-acetonitrilo, extracciones en hexano
y diclorometano, tratamiento alcalino, re-extracción
seguido por determinación por CLAR. A pesar que el
método resultó idóneo para determinar los elevados
niveles de residualidad del elemento tóxico, en la ac-
tualidad se ha descrito un novedoso método de deter-
minación de ptaquilósido por CG/Masas con el em-
pleo de bromo-pterosina B como estándar externo, lo
que posibilita que aumente la sensibilidad del método
para detectar niveles de ptaquilósido en el orden de
ppb (parte por billón, pg/g), en muestras de leche de
vaca y de otros animales como ovinos, caprinos y
equinos (21,35).
La leche de bovinos que pastan en potreros invadi-
dos por Pteridium aquilinum debe  considerarse como
un posible factor etiológico del cáncer gástrico en los
humanos (30). Por otra parte, muchos compuestos
químicos que se encuentran presentes en las plantas
dañinas pueden afectar la salud humana, no solo por
el consumo directo del vegetal, sino a través de la ca-
dena alimentaria al consumir leche y otros productos
procedentes de animales intoxicados (32,36). Un as-
pecto de extrema importancia a tener en cuenta es el
asociado a la eliminación del ptaquilósido presente en
la leche de las vacas intoxicadas (37), sobre todo en la
forma subclínica, donde no se aprecian aún signos clí-
nicos, poniendo en riesgo a los consumidores de con-
traer cáncer gástrico (24,38,39,40). Los productores
ganaderos de estos cantones en estudio al observar
sus animales con hematuria (sangre en la orina), algu-
nos los mantienen en sus fincas por mucho tiempo,
aplicándoles diferentes tratamientos por el desconoci-
miento de la HEB, llegando al desmedro del animal y
es cuando deciden enviarlos al matadero; pero otros
inmediatamente que observan esta sintomatología en
sus animales, los venden o envían al matadero para no
ser perjudicados económicamente (15).
Para valorar el potencial riesgo a la salud humana
que implica el consumo de leche con residualidad del
tóxico Pt en los cantones estudiados, en la Figura 2,
se refleja que este producto de primera necesidad no
es inocuo para los consumidores, ya que al consumir
0,5 l/día de leche fresca, estarían ingiriendo el com-
puesto tóxico ptaquilósido como promedio de 894,13
mg/0,5 l/día de leche fresca en el Cantón Chimbo. Con-
TABLA. Niveles de residualidad de ptaquilósido (µg/ml)  en muestra de leche fresca de los Cantones de Chimbo, San 
Miguel y Echeandía  de la Provincia Bolívar, Ecuador. p= 0.001 (X ±DE)./ Ptaquiloside concentration levels (µg/ml) of 
fresh milk samples from the Cantons Chimbo, San Miguel and Echeandía in Bolívar province, Ecuador. p= 0.001 
(X±DE).  
 
Muestras 
de leche  
no 
detectadas 
Muestras de 
leche con 
residualidad 
del tóxico 
 
 
Cantones 
 
 
Muestras 
de leche 
fresca 
Contenido. Ptaquilósido 
corregido con factor de 
recobrado 0,89 (µg/ml) en 
leche fresca. 
Niveles máximos 
Valor 
promedio de 
Ptaquilósido 
(µg/ml) en 
leche fresca. 
 
 
Desviación 
Estándar. 
n % % 
Chimbo 25 2641,13 1788,26a 882,60 1 4 96 
Echeandía 30 2130,12 797,73b 671,01 3 10 90 
San Miguel 29 2219,67 805, 42b 640,34 5 17,24 82,76 
General 84 2641,13 1130,47 852,58 9 10,71 89,29 
(a, b) Valores promedios con letras no comunes en el superíndice de la misma columna indican diferencias estadísticas.  
p < 0,05. 
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siderándose al Pt como el causante de tumores en los
animales de granja y también en los humanos
(7,8,41,42).
ben el efecto clastogénico, aneugénico e inductor de
intercambio de cromátidas hermanas en linfocitos hu-
manos a dosis de Pt de 5, 10 y 20 μg/ml (52).
CONCLUSIONES
De los resultados puede inferirse el alto riesgo que
representa para la salud humana, contraer cáncer gás-
trico, por el consumo reiterado de leche con residuos
tóxicos (ptaquilósido), con énfasis en los sectores ru-
rales expuestos en la provincia Bolívar.
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